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I 
 
 
摘  要 
 
    大多数辅助生殖技术在体外操作，随着操作时间的延长，未受精的第二次减
数分裂中期的卵母细胞会经历老化的过程，此过程限制了卵母细胞发展的潜力和
受精的能力，因此如何延缓卵母细胞的老化为操作争取更多的时间是提高辅助生
殖技术成功率的关键。然而，至今仍没有合适的方法能克服卵母细胞在体外发生
的老化。本文的研究目的是探讨白藜芦醇是否可以改善排卵后老化的卵母细胞在
体外发生的不良结局，之前有研究表明白藜芦醇可以提高不同物种在体外受精的
概率。我们用小鼠第二次减数分裂中期的卵母细胞作为对照组，将其在 M2 的培
养液中培养 24 h 作为老化组，在含有 2 μM,10 μM 白藜芦醇的培养液中培养 24 h
作为白藜芦醇组。老化组中出现低比率的原核形成和高比例的胚胎破碎。然而，
白藜芦醇组中老化卵母细胞的发展潜力得到改善。与此同时，白藜芦醇缓解了由
老化所引起的变形的纺锤体，异常的线粒体分布，高浓度的活性氧，凋亡的发生
以及脂质过氧化。白藜芦醇提高了过氧化氢酶和去乙酰化酶 1 mRNA 的相对表
达水平。我们的结果表明：白藜芦醇可以缓解小鼠卵母细胞在体外的排卵后老化，
涉及的相关机制可能是通过上调老化细胞中去乙酰化酶 1 mRNA 的相对表达水
平保护线粒体功能而实现的。 
 
关键词：排卵后老化；卵母细胞；白藜芦醇 
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II 
 
Abstract 
 
Most of the assisted reproductive technology is manipulated in vitro, along with 
the process, the unfertilized metaphase II oocytes remaining in the culture will 
undergo postovulatory aging which restricts developmental potential and fertilization 
outcome. So how to slow down the aging of oocytes and strive for more time for 
operating is the key to improve the success rate of assisted reproductive technology. 
However, there is no suitable method for overcoming aged oocytes in vitro till now. 
The objective of this work is to ascertain whether resveratrol can prevent the adverse 
effects of postovulatory aging of oocytes in vitro, previous studies show that 
resveratrol can improve the fertilization outcomes. So we conducted the mouse 
metaphase II oocytes as control, other metaphase II oocytes were aged for 24 hours 
without and with 2 μM, 10 μM resveratrol in vitro as aged and resveratrol groups. The 
aged group displayed a decreased proportion of pronuclear formation and an 
increased rate of fragmented embryos compared with control. However, the 
developmental potential of aged oocytes was significantly increased in the resveratrol 
groups. Meanwhile, resveratrol treatment also rescued the compromised meiotic 
spindle, aberrant mitochondrial distribution, excessive reactive oxygen, the onset of 
apoptosis and high lipid peroxidation level. Furthermore, resveratrol groups exhibited 
increased relative expression levels of Catalase and Sirtuin1. All these confirmed that 
the supplementation of resveratrol inhibited the postovulatory aging of mouse oocytes 
in vitro. The relevant mechanism might be involved in preserving mitochondrial 
function in aged oocytes via up-regulation Sirtuin1 mRNA expression. 
 
Keywords: Postovulatory aging; Oocyte; Resveratrol 
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第一章 绪论 
 
1.1 引言 
    近年来不孕不育的比率逐渐增加，人工辅助生殖技术（assisted reproductive 
technology, ART）迅猛发展。随着 1978 年第一例体外受精（in vitro fertilization , 
IVF）婴儿的诞生 [1],1992 年比利时医生成功进行的卵子胞浆内单精子注射
（intracytoplasmic sperm injection, ICSI）[2, 3]技术让 ART 得到质的飞越。ICSI 技
术作为辅助受精的一种手段，自从出现以来，就显示出广泛的应用前景，其能成
功避免大部分 IVF 周期中受精失败的发生，因此当传统 IVF 失败时，可以考虑
对这些 IVF 失败的卵母细胞再次显微注射，但挽救 IVF 失败的未受精的卵母细
胞通过人工再次受精人为的导致了老化的卵母细胞进行受精[4]。近来，有关人士
提出 ICSI 营救 IVF 失败的成功率并不高，即使受孕成功，也会发生自然流产，
新生儿畸形等问题，给女性本人或家庭带来极大痛苦[3-6]。发生此现象的主要原
因是随着 ICSI 在体外操作时间的延长，卵母细胞在等待受精的过程中发生老化，
引起卵母细胞质量的下降。关于“卵子质量决定胚胎的未来”已受到学术界的认
可，核心思想是一个优质的卵子与精子相互作用共同决定合子胚胎发育的未来。
等待受精过程中卵母细胞质量的下降引起越来越多的关注，时至今日关于卵母细
胞排卵后老化的问题亟待解决。 
 
1.2 卵母细胞老化的概述 
哺乳动物的卵母细胞在卵泡或输卵管停留相对较长的时间称为老化。老化分
为排卵前老化（preovulatory aging）或排卵后老化（postovulatory aging）。 
排卵前老化是指卵母细胞排卵前在卵泡中发生的老化。生理条件下,卵母细
胞在内源性黄体生成素（LH）峰的刺激下恢复减数分裂，排出第一极体随后停
止在第二次减数分裂的中期（metaphase II , MII），等待排卵受精。然而在某些情
况，如相对较长的卵泡阶段（青春期或更年期前）和分娩刚结束时，生发泡期
（germinal vesicle, GV）的卵母细胞已在内源性 LH 峰出现前经历排卵前老化的
过程。此外，若女性在卵泡阶段已有升高的 LH 基础水平,卵母细胞可能提早恢
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复减数分裂，排出老化的 MII 期卵母细胞[7]。卵母细胞的排卵与成熟的不同步,
特别是快速的成熟和正常的排卵就会引起老化的 MII 期卵母细胞的排出。 
排卵后老化是指卵母细胞排出后,在输卵管或者是体外培养的环境停留相对
较长的时间而发生的老化。根据卵母细胞所处的环境将排卵后老化分为体内老化
（in vivo aging）（输卵管内）和体外老化（in vitro aging）（体外培养）。哺乳动
物卵母细胞受精能力的时间因物种不同而有所差异。大部分哺乳动物包括人类在
内，通常在发情阶段或之后的短时间内快速排卵,以便精子提早出现在输卵管等
待卵母细胞的排放，提高受精的可能性。自然条件下,许多哺乳动物的性行为只
存在于明显的发情期内,雌性动物可以自发排卵（如小鼠、狐狸、狗和一些有袋
动物）也可以进行交配诱发排卵（如兔、松鼠、骆驼和貂）。人类与某些灵长类
动物类似,没有性行为的限制,可在月经周期的任一天进行性活动，当排卵时间相
对延后时，此种性活动就可能造成新鲜的卵母细胞在输卵管中经历老化的过程。
这样的性行为常导致孕育异常的后代。卵母细胞的排卵与受精的不同步，可引起
卵母细胞先老化后受精的情况，造成胚胎的异常发育[8]。卵母细胞在体外的排卵
后老化易发生在临床中用 ICSI 法拯救失败的 IVF 传统方案。尽管 ICSI 方案能挽
救失败的 IVF 周期,但挽救的过程中卵母细胞已经历老化的过程，常使受精率降
低[4]。 
    人类中大多数婴儿通过体内受精孕育产生，而在西方国家中大约有 1%的婴
儿出生于 ART[5]。在某些国家此比率更高，如在澳大利亚，约有 2.7 %（1/37）
的婴儿来自 ART。ART 虽已取得重大的进展，然而卵母细胞的老化仍是 ART 失
败的重要因素。一项研究收集了 23 例患者的 115 个未受精的体外等待 24 h 的
MII 期卵母细胞，将其胞浆内注射丈夫的精子，结果显示在培养 16 - 18 h 或者
42 - 44 h 只有 38 %出现两种不同的原核，与新鲜卵母细胞进行 ICSI 受精的比例
（64.2 %）相比明显下降。由此产生的胚胎随后的着床率和转移后的发展潜力均
明显下降，这主要是因为在 ICSI 操作的过程中出现了卵母细胞的老化造成卵母
细胞质量的下降[3, 4, 9]。Wilcox 等人研究了 221 名没有生育问题的健康妇女（年
龄 21- 42 年，平均 30 岁）排卵和早期流产的情况。同时用免疫学方法对人绒毛
膜促性腺激素（HCG）和类固醇激素的代谢产物进行分析，以确定妊娠早期流
产风险的高低与排卵后老化的卵母细胞的关系。结果显示，有 192 次的怀孕中卵
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母细胞可能在受精之前已经发生老化，早期流产的风险随着卵母细胞老化的概率
增加出现有统计学意义的显著增加。Wilcox 等人的研究证明，与其他哺乳动物
类似，人类在受精之前卵母细胞发生老化后可能会导致妊娠早期的流产[10]。这
一研究提示在 ART 的操作中可能需要克服卵母细胞老化这一现象的发生。值得
注意的是，卵母细胞的老化由各种各样的因素决定，包括环境条件，卵丘细胞和
各种化学成分。新出现的令人鼓舞的数据清楚地表明，各种化学物质能可逆地调
控卵母细胞的老化。因此，在培养基中添加化学物质来控制卵母细胞的老化可能
对提高 ART 成功率有所帮助。 
 
1.3 老化的卵母细胞中出现的主要变化及其影响 
众所周知卵母细胞的质量决定受精后胚胎的发育潜能[11]。停止在 MII 期卵母
细胞被排出后在输卵管内等待受精，排卵后受精的最佳时间因物种不同而有所差
异，例如小鼠是在 8 - 12 h，大鼠是在 12 - 14 h，兔子在 6 - 8 h，猕猴和人类< 24 
h。若受精没有在此阶段内发生，未受精的卵母细胞停留在输卵管内或者培养液
中，将要经历时间依赖的质量下降发生老化。与老化的卵母细胞相关的功能变化
包括：受精率的降低[12, 13]；多精入卵[14, 15]；双雌受精[16, 17]；孤雌生殖[18, 19]；凋
亡[20, 21]；皮质颗粒的部分胞吐[22, 23]；透明带的硬化和结构上的改变[24, 25]；成熟
促进因子（maturation-promoting factor, MPF）减少和丝裂原活化蛋白激酶活性降
低（mitogen-activated protein kinase, MAPK）[26-28]；表观遗传的改变[29]；胚胎/
胎儿发育异常和/或发育迟缓等[30-32]。 
卵母细胞内主要的成分包括位于胞质内的皮质颗粒；定位于质膜下的微丝；
梭形的纺锤体，其内有染色体整齐的排列在赤道板上；定位于纺锤体两极的微管
组织中心以及线粒体等一些细胞器[33-35]。卵母细胞的老化引起许多形态学和细胞
学的改变，如细胞骨架；线粒体；纺锤体和染色体等等（图 1.1）。 
1.3.1 皮质颗粒 
多数哺乳动物卵母细胞的皮质中含有皮质颗粒，它是高尔基复合物的产物，
以膜为界的、溶酶体样的圆形或椭圆形的小体，直径一般在 0.2 - 0.6 μm，其内
容物为蛋白水解酶、结构蛋白和粘多糖等[31]。当卵母细胞停滞在 MII 期时，皮
质颗粒在细胞膜下呈线型排列，这是哺乳动物的卵母细胞成熟阶段共有的特征 
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图 1.1 新鲜的卵母细胞与老化的卵母细胞在形态学，细胞学的不同 
图 1.1 新鲜的卵母细胞与老化的卵母细胞在形态学，细胞学上的不同[36]。（A）
新鲜的卵母细胞。（B）老化的卵母细胞。（B1-B5）表示在老化的卵母细胞中异
常的纺锤体。（B1）纺锤体周围散发出大量的微管。（B2）三极的纺锤体。（B3）
杂乱无章的纺锤体。（B4）微管与染色体在外围形成一个花环形的纺锤体。（B5）
多极的纺锤体。（C）卵母细胞老化中形态学和细胞学的改变 
Figure 1.1 Differences between fresh and aged oocytes in morpho-logical and cellular. 
(A) Fresh oocytes. (B) Aged oocytes. (B1– B5) Show abnormal spindles in aged 
oocytes. (B1) Large rounded spindle with microtubules emanating from most of its 
surface. (B2) Tripolar spindle. (B3) Highly disorganized spindle with scattered 
centrosomes and chromosomes. (B4) Large irregular spindle in transverse view 
exhibiting dense staining for tubulin with chromatin attached to the outer edges of the 
spindle in a rosette formation. (B5) Multipolar spindle. (C) Changes in morphology 
and cell biology during mammalian oocyte aging 
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[37]。当精子接触卵母细胞的表面以及穿入卵时，皮质颗粒膜与卵质膜在精子与
卵母细胞相接触的位点发生融合，随后波及整个卵母细胞的表面。卵母细胞内
pH 和游离钙浓度的升高，激发卵皮质颗粒与卵质膜融合并将其内容物释放到卵
周间隙。皮质颗粒成分通过皮质颗粒过氧化物酶所催化的蛋白质交联作用将卵黄
膜转化为硬化的受精膜，卵黄膜和皮质颗粒蛋白转变成极不易溶解的共价连接的
蛋白网络。卵质收缩，在受精膜与卵母细胞的表面间出现卵周间隙。同时进入透
明带的皮质颗粒成分能诱发透明带反应，使精子受体失活和透明带硬化，为受精
卵和卵裂阶段的胚胎提供一个保护层。这些变化均阻止多余精子的再结合和穿过，
防止了多精入卵[22, 23, 38-41]。 
如图 1.2 A 所示：新鲜的卵母细胞中皮质颗粒紧密的排列在卵质膜的正下方
且在纺锤体周围出现一个典型的无皮质颗粒区。在新鲜的卵母细胞中只有当卵母
细胞与精子结合时才能激发皮质反应，使卵皮质颗粒与卵质膜融合并将其内容物
释放。然而在老化的卵母细胞中皮质颗粒可以在未受精的情况下自发激活，使皮
质颗粒发生胞吐而流失，同时伴随着透明带的硬化[24, 31, 42, 43]。老化的卵母细胞
中皮质颗粒的流失可归因于胞质内钙离子浓度的升高和或其他相关机制，如蛋白
激酶 C 的激活，二者在正常受精的过程中出现，但也在老化的未受精卵母细胞
中发生[44]。皮质颗粒的分布在老化的卵母细胞中有两种类型：一种是在卵质膜
下成圈分布（图 1.2 B）；另一种是在染色体区域密集分布类似于帽状（图 1.2 C）。 
1.3.2 纺锤体 
  小鼠卵母细胞的成熟会经历两次连续的不均等分裂，最终形成一个大的卵母
细胞和两个小的极体，这归因于纺锤体位置的变化。第一次减数分裂的纺锤体形
成于卵母细胞中央的位置，随后迁移至边缘并垂直于卵质膜排出第一极体。第二
次减数分裂中期停滞时平行于卵质膜。当卵母细胞激活时，纺锤体进行九十度旋
转，排出第二极体，随后进入有丝分裂。卵母细胞减数分裂中微管的重组和细胞
周期的调控对于核质的成熟至关重要。此外，纺锤体的定位也决定了第一次细胞
分裂的界面和植入前胚胎的质量。减数分裂的纺锤体包含卵母细胞的遗传信息。
完整的纺锤体能确保染色体的正确分离，从而保胚胎准确的发育[36]。1996 年
Battaglia 等人报道称，减数分裂纺锤体异常的比例随着女性年龄的增加而上升，
这可能是产生非整体的一个重要原因[45]。最新数据研究卵母细胞减数分裂中纺
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